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Resumen:  
La zinc-protoporifirina (ZnPP) es un pigmento natural en el cual el átomo de hierro del anillo 
porfirínico ha sido sustituido por un átomo de zinc, reacción catalizada por la enzima 
ferroquelatasa (FeQ). Este pigmento ha sido recientemente descrito en productos cárnicos sin 
nitritos ni nitratos añadidos, como por ejemplo en el Jamón de Parma. Por su color rojo 
característico y estabilidad frente a la luz y el calor, este pigmento podría ser usado en la mejora 
del color de diferentes productos cárnicos. Sin embargo, los mecanismos relativos a la formación 
de ZnPP no han sido completamente elucidados y la extracción de la FeQ a partir del hígado de 
cerdo no ha sido aún optimizada. Por otro lado, se sabe que la aplicación de ultrasonidos de 
potencia (USdP) facilita la extracción de diversos compuestos de interés, incluidas las enzimas. 
Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la viabilidad del uso de los USdP para 
mejorar la extracción de la enzima FeQ a partir del hígado de cerdo. Así, se intentaron 
determinar las condiciones óptimas de extracción del enzima a partir del hígado utilizando un 
sistema ultrasónico tipo sonda y variando tanto el tiempo de aplicación de los ultrasonidos (1, 
2.5 y 5 min) como la frecuencia de aplicación de los mismos (continua vs pulsada). La extracción 
asistida por USdP se comparó frente a la modalidad convencional, la cual consiste en agitación 
magnética durante 30 min. Utilizando los extractos enzimáticos de FeQ obtenidos en las 
diferentes condiciones ensayadas, se determinó la cinética de formación de ZnPP, evaluando 
tanto la velocidad de la reacción como el producto final obtenido. 
La aplicación de los USdP demostró ser un método eficaz para la extracción de la enzima, 
traduciéndose en mejoras significativas (p < 0.05) en la velocidad de la reacción y en el producto 
máximo formado. Tanto el tiempo de aplicación de los USdP como la frecuencia de aplicación 
de los mismos, resultaron ser factores determinantes sobre el rendimiento de la extracción. De 
entre todas las condiciones ensayadas, la modalidad de extracción óptima fue aplicar los USdP 
durante 1 min de manera continua. La influencia de los ultrasonidos sobre la actividad de la 
enzima y su repercusión sobre los resultados son aspectos que deben tratarse con mayor 
profundidad en trabajos posteriores. A pesar de ello, este trabajo pone de manifiesto el 
potencial de la tecnología ultrasónica para mejorar la extracción de la FeQ a partir del hígado de 
cerdo, no solo porque permite extraer una concentración superior de enzima si no también por 
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Title: Application of power ultrasound for the improvement in the extraction of the enzyme 
ferrochelatase from the pork liver. 
Abstract:  
Zinc-protoporphyrin (ZnPP) is a natural pigment in which the iron atom of the porphyrin ring has 
been replaced by a zinc atom, reaction catalyzed by the enzyme ferrochelatase (FeCH). This 
pigment has been recently described in meat products without added nitrites or nitrates, as for 
example in Parma Ham. Due to its characteristic red color and stability against light and heat, 
this pigment could be used to improve the color of different meat products. However, the 
mechanisms related to the formation of ZnPP have not been completely elucidated and the 
extraction of FeQ from pork liver has not been optimized yet. On the other hand, it is known 
that the application of power ultrasound (PUS) facilitates the extraction of numerous 
compounds of interest, including enzymes 
Therefore, the objective of this work was to evaluate the feasibility of using the PUS to improve 
the extraction of the enzyme FeCH from pork liver. Thus, we tried to determine the optimal 
conditions of extraction of the enzyme from the liver using a probe-type ultrasonic system and 
varying both the time of application of ultrasound (1, 2.5 and 5 min) and the frequency of 
application (continuous vs pulsed). The PUS-assisted extraction was compared to the 
conventional method of extraction, which consists of magnetic stirring for 30 min. Using the 
enzymatic extracts of FeCH obtained in the different conditions tested, the kinetics of ZnPP 
formation was determined, evaluating both the reaction speed and the final product obtained. 
The application of the PUS proved to be an effective method for the extraction of the enzyme, 
resulting in significant improvements (p <0.05) in the reaction speed and in the maximum 
product formed. Both the time of application and the frequency of application, turned out to be 
determining factors on the performance of the extraction. Among all the conditions tested, the 
optimal one was to apply the PUS continuously for 1 min. The influence of ultrasound on the 
activity of the enzyme and its repercussion on the results are aspects that should be treated in 
greater depth by later works. Despite that, this work highlights the potential of ultrasonic 
technology to improve the extraction of FeCH from pork liver, not only because it allows 
extracting a higher concentration of enzyme but also because of the notorious time saving with 
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1.1 La situación actual de la industria cárnica en España  
La industria cárnica tiene un gran peso en nuestra economía ocupando con diferencia el primer 
lugar de toda la industria española de alimentos y bebidas. Representa una cifra de negocio de 
26207 millones de euros lo que supone el 22.1% de todo el sector alimentario español y el 2.2% 
del PIB total español (ANICE, 2019). Sin embargo, la imagen de ésta y de los productos cárnicos 
se ha ido deteriorando en los últimos años por diversos motivos. Alguno de ellos es su asociación 
con las patologías más prevalentes como las enfermedades cardiovasculares, el cáncer (OMS, 
2015) así como por la demanda de productos más saludables, sin conservantes, sin alérgenos o 
con un etiquetado “más limpio” (OCU, 2018). Así pues, los productos cárnicos están en 
permanente observación por parte de instituciones y consumidores. Por ello, el desarrollo de 
productos cárnicos de acuerdo con estas tendencias resulta de gran interés y podría contribuir 
a mejorar su imagen. Además, en general se demanda que la industria cárnica sea sostenible y 
trate de minimizar el impacto ambiental (Directiva 2008/98/CE). Por este motivo, hay cada vez 
un mayor interés hacia la máxima recuperación y valorización de los recursos que ofrece esta 
industria (Otles et al., 2015).  
La especie ganadera con mayor producción de carne en nuestro país es el cerdo, con 4.5 millones 
de toneladas anuales (ANICE, 2019). Sin embargo, al mismo tiempo es la especie que mayor 
cantidad de co-productos y subproductos genera. Dentro de los co-productos se incluyen 
aquellas partes que, aun siendo comestibles, son generalmente poco consumidas o 
comercializadas. La mayoría de estos co-productos tienen un escaso valor comercial si bien son 
interesantes desde un punto de vista nutricional y tecnológico. Uno de ellos es el hígado, un 
alimento que siempre ha formado parte de nuestra dieta, pero cuya popularidad ha ido 
disminuyendo con las tendencias actuales de consumo. Además de constituir una elevada 
fuente de proteínas, en el hígado existen una gran cantidad de enzimas y otros compuestos 
valiosos que pueden ser aprovechados. Sin embargo, la recuperación de éstos es un desafío 
importante dado que su posterior implementación comercial exige una aproximación compleja 
que debe considerar numerosos factores. Los procesos de recuperación y valorización no sólo 
deben mantener las propiedades funcionales del compuesto objetivo, sino que además deben 
cumplir con las exigentes expectativas de los consumidores en materia de seguridad y 
características organolépticas. En consecuencia, es necesario el estudio y desarrollo de sistemas 
para la obtención de productos con valor añadido a partir de co-productos y subproductos de 
origen animal los cuales permitan nuevas vías de aprovechamiento y una mayor rentabilidad 
para el sector. A pesar de estas dificultades, en el mercado se pueden encontrar casos exitosos 
de valorización de subproductos de origen animal como pueden ser los colágenos, las gelatinas, 
así como diversos productos derivados de glóbulos rojos y de hemoglobina, los cuales son 
usados para mejorar el color de los productos cárnicos (SONAC, 2019; LICAN 2019; ESSENTIA, 
2019). Por tanto, el uso potencial de ingredientes procedentes de co-productos y subproductos 
de origen animal con funcionalidad tecnológica representa una gran oportunidad para la 




1.2 El curado del jamón 
España es uno de los países con una tradición más rica en la elaboración y consumo de 
embutidos y jamones. La producción charcutera, que se extiende a todos los rincones de nuestro 
país, forma parte de nuestro acervo cultural y gastronómico, y es apreciada dentro y fuera de 
nuestras fronteras. De entre toda la variedad, los jamones curados, ya sean serranos o ibéricos 
siguen siendo los reyes de la producción cárnica de nuestro país (ANICE, 2019). Ambos sufren el 
llamado proceso de curación en el que desarrollan todo su aroma y sabor. La diferencia entre 
ambos tipos de jamones no reside entonces en el proceso, sino en la materia que es utilizada. 
Mientras el jamón serrano se elabora con cerdos de raza blanca, el jamón ibérico se elabora con 
cerdos de raza ibérica. Sin embargo, aunque el proceso es el mismo, si que hay diferencias en el 
tiempo de curación con un mínimo de 720 días (24 meses) para el ibérico y un mínimo de 210 
días (7 meses) para el serrano. Además, dentro de los jamones serranos existen distintas 
menciones o denominaciones en función de los tiempos de curación: Bodega (de 9 a 12 meses), 
Reserva (de 12 a 15 meses) y Gran Reserva (más de 15 meses) (BOE, 14/07/2008). En general, el 
curado está considerado como un proceso de conservación y sazonado de alimentos al que no 
solo se somete la carne de cerdo sino también algunos pescados y carnes rojas. Para lograr curar 
la carne se necesita una combinación de sal, azúcar, nitratos, nitritos y tiempo. Haciendo una 
gran simplificación del proceso de curado podemos decir que con éste buscamos evitar una 
descomposición rápida de los alimentos, extrayendo el agua y evitando la propagación de 
microorganismos (NICOJAMONES, 2018). El proceso en sí consta de cuatro fases: salado, 
postsalado, secado/maduración y envejecimiento (Rodríguez, 1997):  
- Salado (o salazón). Es el primer paso en el proceso de curación del jamón y consiste en cubrir 
las piezas con sal común con el fin de que ésta penetre homogéneamente en toda la masa 
muscular. Puede que sea la parte más importante de todo el proceso, ya que la calidad de los 
jamones se basa en gran medida en la mayor o menor actuación de la sal. La sal aplicada a los 
jamones ayuda en la deshidratación, juega un papel importante en la conservación (agente 
bacteriostático) y contribuye a modificaciones relevantes de la estructura proteica. Las 
condiciones de temperatura, humedad y ventilación de la cámara de salado deben estar 
controladas para inhibir el desarrollo de microorganismos y reducir la actividad del agua en la 
pieza sin llegar a una desecación externa con la aparición del encostramiento. Para este proceso 
la temperatura de la cámara debe estar entre 0 y 4 ºC y la humedad relativa entre el 75% y el 
95%. Además de la sal, se suelen añadir diversos aditivos e ingredientes como nitritos, nitratos, 
azúcar, correctores de acidez, etc. 
- Postsalado. Las piezas son llevadas después a las cámaras de postsalado o reposo donde la sal 
y los nitrificantes van distribuyéndose por el interior de la pieza inhibiendo el crecimiento 
microbiano y canalizando los procesos bioquímicos de hidrólisis responsables de producir el 
aroma y sabor tan característicos del jamón. El tiempo de permanencia de las piezas en esta fase 
comprenderá un periodo mínimo de 40 días, aunque es variable en función del contenido graso 
de cada pieza ya que la penetración salina por difusión está muy condicionada por la presencia 
de grasa. Por último, se debe eliminar la sal superficial con lavados de agua caliente o con aire 
comprimido. 
- Secado. El secado es el tratamiento mediante el cual se reduce la cantidad de agua presente 
en los jamones y paletas. También, en su etapa final y con el aumento de la temperatura, tiene 
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lugar el sudado o fusión natural de parte de las grasas de su tejido adiposo. Esta difusión de la 
grasa entre las fibras musculares permitirá retener el aroma. Además, el jamón sufre procesos 
de proteólisis que contribuyen a la terneza y el sabor, y de lipólisis que contribuyen al aroma. 
Durante la primera fase de secado, tiene lugar una deshidratación lenta de las piezas con unas 
condiciones de alta humedad relativa y bajas temperaturas. Durante una segunda fase de 
secado, prosigue la deshidratación paulatina del producto y el sudado de parte de las grasas. En 
esta fase se sube muy levemente la temperatura y se controla la humedad durante 30 días. Esta 
etapa se puede realizar en el mismo secadero o bien en una bodega controlando que la 
temperatura no exceda de 34º ºC y la humedad relativa se encuentre en valores entre el 60% y 
el 80%. 
- Envejecimiento. Esta es una fase de afinamiento con el fin de que el jamón adquiera sus 
propiedades finales tan características. Después de una clasificación previa según su peso, 
calidad y conformación, los jamones maduran lentamente en la bodega hasta concluir la 
curación. Las condiciones de temperatura y humedad son controladas y los tiempos requeridos 
varían en función de la clasificación anterior. 
1.3 El papel de los agentes nitrificantes en el curado y sus riesgos para la salud 
Los agentes nitrificantes: nitrito potásico (E249), nitrito sódico (E250), nitrato sódico (E251) y 
nitrato potásico (E252), son una parte fundamental del proceso de curado. El empleo de estas 
sales nitrificantes está totalmente extendido en los procesos de elaboración del jamón curado 
ya que se aplican durante el salado o inmediatamente antes de él, en una acción conocida como 
‘presalado’ o ‘restregón’ que se practica desde épocas tardorromanas (Ventanas, 2012). 
El nitrito es la forma reducida del nitrato y es el que tiene un papel activo en determinadas 
funciones durante la elaboración del producto. En consecuencia, es el que experimenta una 
rápida depleción en el producto. Por eso se suelen añadir también los nitratos, para actuar como 
fuente de nitritos a lo largo del tiempo de curación. 
La función más conocida e importante de estos agentes es la de aportar estabilidad y seguridad 
alimentaria al producto desde el punto de vista microbiológico. El nitrito juega un papel 
fundamental para la inhibición de microorganismos tanto alterantes como patógenos. En 
concreto, es muy conocido el efecto antimicrobiano que tiene el nitrito frente a Clostridium 
botulinum en condiciones de riesgo como aquellas que se dan en los jamones curados con un 
pH próximo a 6, un nivel del sal entre el 3.5 - 4 % y temperaturas del orden de los 20 °C durante 
el procesado (Asensio y Díaz, 2001). 
Al mismo tiempo, son también responsables de la formación y estabilidad del color caracterísco 
del jamón curado. El desarrollo de la reacción de curado en presencia de estos agentes 
nitrificantes conduce a la formación de la nitrosilmioglobina (NOMb), que es el pigmento 
responsable de la coloración rojiza del jamón curado al corte, tran apreciada y tenida en cuenta 
por los consumidores en el momento de la compra del mismo. Ello requiere la presencia de los 
nitritos, los cuales generan el monóxido de nitrógeno (NO), que en condiciones reductoras, ya 
sea por vía directa combinándose con la mioglobina (Mb) o por vía indirecta en combinación con 
metamioglobina (MetMb), dan lugar a la NOMb. Ésta es muy estable, por lo que se mantiene 
incluso en los jamones de muy larga duración (como los ibéricos) (Cordoba et al., 1994). 
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Finalmente, también estaría el efecto beneficioso del nitrato en el sabor de los productos 
cárnicos sobre los que se incorpora. Esto se ha atribuido al papel antioxidante del nitrito 
estabilizando los lípidos de membrana y bloqueando el efecto oxidante del hierro, de forma que 
se desvía o atenúa la degradación lípido-oxidativa de los ácidos grasos, formándose menos 
compuestos volátiles derivados de lípidos como hexanal, y aumentando los niveles de 
compuestos volátiles relacionados con el flavor ‘’a curado’’ como el 2-metilbutanal y el 3-
metilbutanal (Toldrá et al., 2009). 
El nitrito también presenta inconvenientes ya que puede dar lugar a nitrosaminas al reaccionar 
con las distintas aminas secundarias presentes en los aminoácidos que forman parte de las 
proteínas del alimento (Ventanas et al., 2004). Y es que el nitrito es precursor del monóxido de 
nitrógeno, principal agente implicado en la nitrosación. Esta reacción se da en condiciones de 
alta temperatura y acidez extrema, como sucede en el estómago humano durante la digestión. 
Además, al cocinar a altas temperaturas productos cárnicos con nitritos añadidos también se 
pueden formar nitrosaminas, aunque en este caso se producen en menor proporción que 
durante el proceso de digestión. El problema de las nitrosaminas es que son compuestos 
altamente tóxicos y, desde los años 80, está demostrada su relación con la génesis del cáncer 
gástrico (Bartsch y Montesano, 1984). Por otro lado, se sabe que los nitritos en sangre oxidan el 
hierro de la hemoglobina produciendo metahemoglobinemia, molécula incapaz de transportar 
el oxígeno. Altas concentraciones de metahemoglobina pueden acarrear graves trastornos 
cardíacos y respiratorios, e incluso producir la muerte por cianosis (coloración azul por falta de 
oxígeno). Este suceso es más frecuente en bebés expuestos a altas concentraciones de nitratos 
en los alimentos debido a la menor acidez de su estómago y a la existencia de un cierto déficit 
del sistema enzimático que reduce la metahemoglobina, que sin embargo es muy eficaz en los 
adultos (De Fernícola, 1989). 
Aunque recientemente los expertos de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) 
han confirmado la seguridad de los nitratos y nitritos que se añaden a los alimentos como el 
jamón (EFSA, 2017), el mismo estudio indica que si se consideran todas las fuentes de nitritos y 
nitratos en la dieta (aditivos alimentarios, presencia natural en los alimentos vegetales y 
contaminantes ambientales en el agua) (Figura 1.1), se puede superar el nivel seguro (Tabla 1.1) 
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Figura 1.1:  Vías de exposición humana a nitratos y nitritos con sus posibles efectos en el organismo 
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Tabla 1.1: Valores vigentes de Ingesta Diaria Admisible (IDA) para nitratos y nitritos en miligramos por kg de peso 
corporal y por día (EFSA, 2017) 
 
 
European Commission’s former Scientific 
Committee for Food (SCF) (1997) 
Joint FAO/WHO Expert Committee on 
Food Additives (JECFA) (2002) 
Nitrates 3.7 mg/kg-bw/day 3.7 mg/kg-bw/day 
Nitrites 0.06 mg/kg-bw/day 0.07 mg/kg-bw/day 
 
De este modo, las limitaciones de seguridad impuestas a los nitratos y nitritos están basadas en 
la necesidad de minimizar o reducir el uso de estos compuestos como aditivos alimentarios. Por 
tanto, las estrategias encaminadas a la búsqueda de alternativas, a la vez que manteniendo las 
propiedades de los alimentos y los hábitos de los consumidores, resultan de gran interés. 
1.3 La zinc protoporfirina (ZnPP) como agente de curado 
Dentro de las posibles funciones tecnológicas que pueden tener los distintos compuestos 
obtenidos a partir co-productos y subproductos de origen animal, las relativas a la formación y 
estabilidad del color tienen especial interés puesto que éste es determinante en las decisiones 
de compra. Y es que, como consumidores, no podemos obviar la relevancia que tiene la calidad 
organoléptica a la hora de elegir un producto alimenticio u otro. 
En la NOMb que se forma durante el curado del jamón con agentes nitrificantes, el color rojo se 
debe a la ferroporfirina presente en ésta, o más comunmente llamada grupo hemo. El grupo 
hemo es el ejemplo más conocido de ferroporfirina y está presente como grupo prostético en la 
mioglobina, la hemoglobina y muchos citocromos (Armstrong y Bennett, 1982). Gracias a él, la 
mioglobina es una proteína transportadora de oxígeno en el músculo, donde actúa como reserva 
de oxígeno además de facilitar la difusión de éste a través de las células. El grupo hemo se 
caracteriza por tener un ion Fe2+ (ferroso) en el centro de un gran heterociclo orgánico llamado 
protoporfirina IX, hecho de cuatro grupos pirrólicos (tetrapirrol) unidos entre sí por medio de 
puentes metino. Sería por tanto una ferro(II) protoporfirina IX y su estructura química aparece 
dibujada en la figura 1.2: 
 
Figura 1.2: Estructura química del grupo hemo 
En general, se consideraba que las ferroporfirinas como el grupo hemo de la mioglobina eran las 
únicas responsables del característico color rojo natural de los productos cárnicos (Pérez y 
Robles, 2000). Sin embargo, recientemente se ha identificado a otra molécula conocida como 
zinc protoporfirina (ZnPP), como el pigmento responsable del color característico de un tipo de 
jamón en cuya producción no se añaden agentes de curado como nitratos y nitritos. Es el 
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llamado Jamón de Parma, un producto típico de la región italiana terre matildiche, que se 
extiende desde la vía Emilia hasta el río Enza. Es célebre en todo el mundo y se distingue por sus 
características nutricionales y por la corona, el sello que viene impreso a fuego en las piezas 
originales (PROSCIUTTO DI PARMA, 2019), tal y como se observa en la figura 1.3. 
 
Figura 1.3: Jamón de Parma y logotipo de la marca protegida con denominación de origen 
La producción tradicional de este jamón se basa solamente en usar sal marina, secar y dejar 
madurar las piezas durante un año. A pesar de no haber añadido nitratos ni nitritos, el color 
resultante sigue siendo rojo y resulta extremadamente estable frente a la exposición del jamón 
a la luz o al calor. El color es similar al de la NOMb, aunque algo menos intenso y más anaranjado-
marrón (Lorés et al., 2012). Este producto tan peculiar es la prueba de que es posible producir 
jamones curados en ausencia de nitritos y nitratos sin afectar a la seguridad alimentaria o a la 
calidad sensorial. 
Químicamente, la ZnPP es un pigmento prácticamente similar al grupo hemo con la salvedad de 
que el átomo de hierro del anillo porfirínico ha sido sustituido por un átomo de zinc. Además, a 
diferencia del grupo hemo, el complejo ZnPP presenta una gran fluorescencia y es fácilmente 
detectable en pequeñas cantidades. Su nombre completo sería la zinc(II) protoporfirina IX y su 
estructura aparece representada en la figura 1.4. 
 
Figura 1.4: Estructura química de la Zinc(II) Protoporfirina IX 
No fue hasta 2003 cuando Wakamatsu y su grupo de investigación, al realizar un estudio 
detallado sobre los pigmentos que se encontraban en el Jamón de Parma, concluyeron que el 
color rojo era causado por esta variante de la ferroprotoporfirina (Wakamatsu et al., 2003).  
En un trabajo posterior, los mismos investigadores determinaron que, bajo condiciones 
anaeróbicas y en presencia de microorganismos y enzimas endógenas propias de la carne, se 
formaba la ZnPP (Wakamatsu et al., 2004).  
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Años después, vieron que la formación de ZnPP no estaba dada por la sustitución de zinc en el 
grupo hemo, sino por la inserción de este átomo dentro de la protoporfirina IX, la cual se forma 
de manera independiente. Por tanto, se puede decir que la formación de ZnPP está fuertemente 
influenciada por la formación de protoporfirina IX. Ésta sería la forma precursora del pigmento 
y no el grupo hemo (Wakamatsu et al., 2007). 
Posteriormente, Benedini et al. (2008), determinaron que la carne fresca contiene una actividad 
enzimática que promueve la formación de ZnPP en presencia de los sustratos zinc y 
protoporfirina IX. Ya se comenzaba a intuir que esta actividad se tenía que deber a una enzima 
tipo zinc-quelatasa cuyo comportamiento se ajustaba a las condiciones químicas de los procesos 
de curado en seco.  
Unos años más tarde, se determinó que el NO producido a partir del nitrito inhibe la formación 
de protoporfirina IX, precursora de la ZnPP. Por esta razón la ZnPP apenas puede formarse en 
productos cárnicos curados con nitratos y nitritos (Wakamatsu et al., 2010). 
Aún se requiere más investigación sobre este compuesto porque el estudio de la formación de 
ZnPP es relativamente novedoso. Sin embargo, debido a sus características de color y estabilidad 
frente a la luz y el calor (Morita et al., 1996; Adamsen et al., 2004), existe un creciente interés 
tecnológico en conocer este pigmento similar a las ferroporfirinas y determinar cómo 
implementarlo y comercializarlo en el sector de los productos cárnicos, tanto curados como 
frescos. 
1.4 La ferroquelatasa (FeQ) como enzima formadora de ZnPP y el hígado como fuente 
para obtenerla 
Aunque los mecanismos relativos a la formación de ZnPP por parte de enzimas endógenas no 
han sido completamente elucidados, estudios recientes muestran que la enzima ferroquelatasa 
(FeQ) es la principal responsable de la formación de la ZnPP (Chau et al., 2010; Chau et al., 2011). 
La FeQ es una enzima presente en las células eucariotas (mitocondrias) y procariotas (membrana 
plasmática) que inserta el Fe2+ sobre la protoporfirina IX en el paso final de la biosíntesis del 
grupo hemo (UNIPROT, 2019) (Figura 1.5). Es una proteína sensible a los efectos de metales 
pesados (especialmente plomo) y, por supuesto, a la falta de hierro. En este último caso es 
cuando se ha visto que puede incorporar Zn2+ en lugar de hierro, formando el complejo zinc (II) 
protoporfirina IX. Además, por esa sensibilidad al plomo y a la ausencia de hierro, la medida de 
la ZnPP en los glóbulos rojos ha resultado ser útil en numerosas ocasiones para detectar 
envenenamientos con plomo o deficiencias de hierro en sangre (Verschoor et al., 1987; Martin 
et al., 2004; Crowell et al., 2006). Más recientemente, la ZnPP está encontrando incluso un 
nuevo uso como fármaco en terapias combinadas contra el cáncer (Rouhani et al., 2014). 
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Figura 1.5: Reacción catalizada por la ferroquelatasa (FeQ) en presencia de hierro 
Por otra parte, durante muchos años los investigadores se han limitado a estudiar la formación 
de ZnPP en el músculo esquelético del cerdo. Sin embargo, ultimamente se están buscando 
fuentes alternativas donde encontrar el pigmento. Por ejemplo, De Maere et al. (2017) han 
estudiado ocho fuentes de carne (pollo, pavo, cerdo, cordero, ternera, ternera, caballo e hígado 
de cerdo) para encontrar diferencias en el pH, la formación de metamioglobina, la cantidad de 
grupo hemo total, la actividad ferroquelatasa y otros parámetros que pueden afectar a la 
formación in vitro de ZnPP. 
Gracias a otro estudio del grupo de Wakamatsu, el hígado de cerdo ha demostrado ser, sin duda, 
la fuente más interesante para obtener el pigmento (Wakamatsu et al., 2015). En dicho trabajo 
se investigaron las propiedades formadoras de ZnPP de varios órganos internos de cerdo y pollo 
(hígado, corazón, riñón, bazo, etc.). Los valores óptimos de pH fueron diferentes entre los 
órganos y las propiedades de los órganos porcinos resultaron ser mejores que las de pollo. De 
entre todos los órganos porcinos, el hígado demostró la mayor capacidad enzimática para 
formar ZnPP e incluso a un valor de pH menor que en el músculo esquelético. Además, a 
diferencia del músculo, el oxígeno en el hígado no parece inhibir la formación de ZnPP. Por todo 
ello, el hígado parece ser el co-producto cárnico más interesante para la obtención de este 
pigmento. 
Alternativamente a la obtención del pigmento ya formado, también se podría obtener la enzima 
FeQ o una fracción mitocondrial rica en ella por centrifugación diferencial (Graham, 2001; 
Taketani y Tokunaga, 2005) para después desarrollar la ZnPP in vitro o directamente sobre el 
producto. Esto tendría la ventaja de poder asegurar un mejor control de las condiciones de 
formación del pigmento de cara a su comercialización. 
Ishikawa et al. estudiaron la formación in vitro de la ZnPP a partir de la enzima extraída del 
corazón de cerdo (2006). Sin embargo, todavía no existe un estudio cuyo objetivo se centre en 
optimizar la extracción de la FeQ a partir del hígado de cerdo con el fin de obtener 
posteriormente ZnPP en condiciones de seguridad. Por tanto, existe la necesidad de desarrollar 
un método eficaz y rentable que permita obtener una fracción con elevada actividad FeQ a partir 




1.5 Los ultrasonidos de potencia (USdP) para la intensificación de procesos de extracción  
Los ultrasonidos son ondas acústicas que poseen una frecuencia superior a 20 kHz, donde se 
sitúa el umbral de audición del oído humano. Como cualquier onda, poseen tres parámetros 
principales que los caracterizan: intensidad o amplitud, frecuencia y velocidad. Así, se pueden 
distinguir por un lado los ultrasonidos de señal, también conocidos como de baja intensidad o 
de alta frecuencia, y por otro lado los ultrasonidos de potencia (USdP), que poseen alta 
intensidad o baja frecuencia (Tabla 1.2). Las aplicaciones de los ultrasonidos de señal se basan 
en que algunos de los parámetros que caracterizan la onda ultrasónica varían en función de las 
propiedades físicas del medio que atraviesa, lo cual nos permite extraer información útil de éste. 
Los USdP se utilizan, sin embargo, para provocar cambios o acelerar la cinética de transferencia 
de materia y calor durante un determinado proceso (secado, congelación, fermentación, 
cristalización…) (Awad et al., 2012).  
Tabla 1.2: Tipos de ultrasonidos y características diferenciales 
Tipo de 
ultrasonidos 




De señal Baja (< 1 W/cm2) 
Alta (100 kHz-
20 MHz 
- Control de procesos 
- Caracterización o análisis 




Alta (> 1 W/cm2) 
Baja (20 kHz-
100 kHz) 
- Mejora o intensificación de 
procesos 
- Modificación de materiales 
Continua 
 
En este sentido, los USdP también se han utilizado para facilitar la extracción de diversos 
compuestos de interés como por ejemplo péptidos bioactivos a partir de diferentes fuentes 
celulares (Kadam et al., 2015). Mediante la aplicación de estos ultrasonidos se produce una 
mejor penetración del disolvente en la matriz celular, una alteración de la estructura y por tanto 
una mejora en la transferencia de la materia (Mason, 1998). Este hecho se debe a que durante 
el tratamiento de muestras líquidas con esta técnica se producen efectos rápidos y sucesivos de 
rarefacción y compresión. A frecuencias adecuadas, los ciclos de rarefacción exceden a las 
fuerzas de atracción de las moléculas de agua, formándose burbujas de cavitación a partir de un 
núcleo gaseoso presente en la muestra. Estas burbujas se distribuyen por todo el líquido y 
aumentan de tamaño hasta que finalmente colapsan (Feng, 2002; Shukla, 1992). La explosión 
de estas burbujas produce acumulaciones de energía en determinados puntos, generando 
temperaturas y presiones extremas que producen altas tensiones de ondas de energía y 
turbulencia en la zona de cavitación, lo que origina unos esfuerzos cortantes muy elevados 
capaces de romper las células liberando su contenido al exterior (Patist y Bates, 2008).  
El interés en el desarrollo de las extracciones asistidas con esta técnica recae en la posibilidad 
de reducir el tiempo de extracción al mismo tiempo que se aumenta el rendimiento (Dolatowski 
et al., 2007). Además, en algunos casos incluso podrían sustituirse los solventes orgánicos 
normalmente empleados para las extracciones, por otros solventes reconocidos generalmente 
como seguros o ‘‘GRAS’’ (FDA, 2019), lo que reportaría beneficios económicos y 
medioambientales en términos de salud y seguridad alimentaria (Vilkhu et al., 2008).  
Esta tecnología ha demostrado ser útil en la extracción de numerosos compuestos (Chemat et 
al., 2017; Tsiaka et al., 2015; Zhang et al., 2009; Zhu et al, 2016), incluyendo enzimas (Amid et 
al., 2016; Li et al., 2015; Szabo et al., 2015). Sin embargo, la extracción asistida por USdP de la 
 
X 
FeQ no ha sido abordada previamente. Usando determinados niveles de energía ultrasónica se 
podría favorecer la transferencia de la enzima desde el hígado al medio líquido sin llegar a 
afectar a su estructura. Optimizando este proceso se lograría incrementar la velocidad y el 
rendimiento de extracción de la FeQ, con el consecuente ahorro de tiempo y solvente. 
Por otra parte, aunque no es objetivo del presente estudio, la aplicación de ultrasonidos a una 
menor potencia podría utilizarse para incrementar la actividad de la FeQ en la formación de 
ZnPP. Y es que es ampliamente conocida la habilidad de los ultrasonidos para favorecer la 
actividad enzimática si las condiciones de aplicación son las adecuadas (Nadar y Rathod, 2017; 
Delgado-Povedano y De Castro, 2015; Bansode y Rathod, 2017).  
A la hora de aplicar los USdP, se requieren tres elementos fundamentales: generador, 
transductor y emisor. El generador transforma la señal eléctrica de la red a la frecuencia 
deseada. El transductor convierte la señal eléctrica de alta frecuencia en vibraciones mecánicas. 
El último elemento, el emisor, irradia la energía acústica producida por el transductor al medio 
a tratar (García-Pérez, 2007). Los sistemas de aplicación de USdP son diferentes según se 
apliquen sobre medios líquidos o gaseosos. Centrándonos en los medios líquidos, donde se 
desarrollan la mayoría de las extracciones enzimáticas, destacan principalmente los baños de 
ultrasonidos y los sistemas tipo sonda. Los baños de ultrasonidos posiblemente sean la 
aplicación más popular de los USdP y, aunque normalmente se usan como equipos de limpieza 
de material de laboratorio, existen numerosos casos en los que se han utilizado para acelerar 
los procesos de transferencia de materia en medios líquidos (Mason, 1998). Sus principales 
limitaciones son: la poca potencia que suministran al medio si se comparan con otros sistemas, 
la variación del campo acústico dentro del baño y la dificultad en el control de la temperatura. 
Los sistemas de tipo sonda son, sin embargo, aquellos en los que se utiliza una sonda metálica 
para aplicar al medio líquido la vibración generada en el transductor. La potencia aplicada 
dependerá de la amplitud de vibración en la punta de la sonda, la cual se controlará variando la 
potencia eléctrica suministrada por el generador. El inconveniente de esta configuración es que 
el material utilizado para la fabricación de las sondas debe tener una alta resistencia a la fatiga, 
soportar la erosión provocada por la cavitación en la punta de la sonda y ofrecer bajas pérdidas 
acústicas (García-Pérez, 2007). 
Los procedimientos de extracción suelen tener una fase de calentamiento y/o agitación donde 
se consiguen liberan los compuestos de interés. Es en esta etapa donde se deben de aplicar los 
USdP para intensificar el proceso. Gracias a esto, la energía generada con el colapso de las 
burbujas de cavitación favorece la penetración del solvente y el intercambio de materia, a la vez 
que incrementa la temperatura de la muestra y provoca una constante agitación de la misma. 
De esta manera, se logran las condiciones necesarias para extraer el compuesto de interés de 
las células a la vez que se mejora el rendimiento del proceso de recuperación y se reduce el 
tiempo necesario para ello. Por tanto, los USdP surgen como una opción barata, reproducible, 
simple y eficiente para mejorar el rendimiento y acelerar o intensificar los procesos de 
extracción (Soria y Villamiel, 2010; Medina-Torres et al., 2017).  
El trabajo que aquí se presenta es por tanto una primera incursión en la aplicación de dicha 
técnica para optimizar la extracción de la FeQ a partir del hígado de cerdo, con el fin de obtener 
una fracción enzimática capaz de ser utilizada posteriormente en el desarrollo del color de los 































El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar la viabilidad del uso de ultrasonidos de 
potencia (USdP) para mejorar la extracción de la ferroquelatasa (FeQ) a partir del hígado de 
cerdo. Para ello, se partió de la hipótesis de que los USdP podrían mejorar el rendimiento de 
extracción de dicha enzima en medio líquido gracias a sus efectos mecánicos. Con la extracción 
asistida por ultrasonidos se buscó lograr un aumento en la concentración de enzima extraída y 
una reducción en el tiempo del proceso respecto a la extracción convencional.  Así, se intentaron 
determinar las condiciones óptimas de extracción del enzima utilizando un sistema ultrasónico 
tipo sonda y variando tanto el tiempo de aplicación de los ultrasonidos como la frecuencia de 
aplicación de los mismos.  
Además, con este estudio se persiguieron otros objetivos secundarios como: 
- Valorizar el hígado de cerdo, un importante co-producto de la industria cárnica. 
- Contribuir al desarrollo de productos cárnicos sin nitratos y nitritos añadidos. 







































3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Materia prima 
La materia prima utilizada fueron hígados de cerdos procedentes del matadero ‘’Carnes de 
Teruel’’ (PORTESA, 2019). Los animales eran cerdos con garantía de calidad Denominación de 
Origen (D.O. Jamón de Teruel) y cumplían con todos los requisitos legales y sanitarios según el 
Real Decreto 1749/1998 (BOE 07/08/1998). Una vez en el laboratorio, los hígados frescos se 
trituraron para su homogenización, se envasaron en bolsas de vacío de 30 g y éstas fueron 
almacenadas a -20ºC hasta su utilización.  
3.2 Protocolo  
El protocolo para extraer la enzima ferroquelatasa a partir de los hígados y evaluar la actividad 
enzimática de la fracción extraída está basado en el trabajo desarrollado por Polarari et al. 
(2009) con la diferencia de que ellos partieron de músculo de cerdo y no de hígado. El 
procedimiento consta de 3 partes: extracción de la enzima, reacción enzimática y 
cuantificación del producto de la reacción. 
3.2.1 Extracción de la enzima 
La primera parte del protocolo fue la extracción de la ferroquelatasa a partir del hígado de cerdo. 
Para ello, se partió de 4 g de hígado triturado procedente de una de las bolsas descongeladas a 
temperatura ambiente. La muestra de hígado se homogeneizó (Homogenizer DI 25 Basic, IKA, 
Germany) con 100 mL de buffer de extracción a 4ºC durante 1 min, aplicando 8000 rpm para no 
generar demasiada espuma. El buffer de extracción se compone de: Tris-HCl 50 mM, Glicerol 
20% (w/v), KCl 0,8% (w/v) y Triton X-100 1% (w/v), y fue ajustado a pH=8 con NaOH. Una vez 
añadidos todos los reactivos, se procedió a la fase de extracción de la enzima contenida en las 
células hepáticas. Es aquí donde se llevaron a cabo dos modalidades de extracción diferentes: 
A. EXTRACCIÓN CONVENCIONAL.  
En esta modalidad, la muestra homogeneizada se sometió a agitación durante 30 min 
empleando un agitador magnético (Magnetic Stirrer Hot Plate SM3, STUART, UK), tal y 
como se muestra en la Figura 3.1: 
 
 
Figura 3.1: Montaje experimental para la extracción convencional 
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La agitación se llevó a cabo dentro de una nevera a 42ºC, lo cual permitió mantener 
las condiciones de frío necesarias para no afectar a la enzima. 
 
B. EXTRACCIÓN ASISTIDA POR ULTRASONIDOS.  
Como alternativa a la extracción convencional se probó a realizar la extracción aplicando 
ultrasonidos con un dispositivo tipo sonda (UP400S ultrasonic processor, HIELSCHER, 
Germany) a la máxima potencia (400 W) variando tanto el tiempo de aplicación (1, 2.5 
y 5 min) como el modo de aplicación (continua vs pulsada). La diferencia entre aplicación 
continua y pulsada consistió en que, mientras en la primera se aplicaron los ultrasonidos 
de forma continuada, sin interrupciones, en la segunda se aplicaron con una frecuencia 
de pulsos de 0.5. Es decir, el sonicador aplicaba ultrasonidos durante medio segundo y 
después pausaba durante otro medio segundo. El montaje experimental se muestra en 
la figura 3.2: 
   
Figura 3.2: Montaje experimental para la extracción asistida por ultrasonidos. 
 (1) Conducciones de líquido refrigerante (2) Intercambiador de placas (3) Bombas hidraúlicas (4) Fuente de 
alimentación (5) Controlador de temperatura (6) Caja aislante para reducir el ruido de la sonicación (7) Generador 
de ultrasonidos (8) Sonotrodo (9) Vaso refrigerado con la muestra de hígado (10) Sonda de temperatura. 
En este caso, el control de la temperatura es más crítico ya que la cavitación que generan los 
ultrasonidos sobre las moléculas del líquido provoca un rápido aumento de la temperatura. Para 
evitar llegar a temperaturas elevadas capaces de desnaturalizar la enzima se empleó el sistema 
de refrigeración mostrado arriba. En este sistema, se recircula agua glicolada (1) mediante 
bombas hidráulicas (3) a través de un intercambiador de placas (2) para que se enfríe (-15ºC) y 
pase después a través de las paredes del vaso que contiene la muestra (9). Es dentro de este 
vaso donde se sitúa el sonotrodo (8) que emitirá los ultrasonidos generados (7). Con la ayuda de 
un termopar de tipo-K (10) se vigila en todo momento la temperatura de la muestra y en función 
de ello se realiza un control ON-OFF actuando sobre la bomba (3) que recircula el líquido 
refrigerante.  
Finalizado el proceso de extracción, la muestra se centrifugó durante 10 min a 12.500 rpm y 4ºC 
(Medifriger BL-S, SELECTA, Spain). El sobrenadante obtenido fue filtrado a continuación 
(Whatman 597, GE LIFE SCIENCE, USA). 
3.2.2 Reacción enzimática 
En esta segunda parte, se llevó a cabo la reacción enzimática in vitro a partir de la fracción 
extraída, centrifugada y filtrada en la fase anterior. El conjunto de reactivos utilizados para ello 












- Fuente de zinc: ZnSO4 400 µM en buffer Tris-HCl 360 mM, y todo ello ajustado a pH=8.0  
- Fuente de protoporfirina: Protoporfirina IX 0,25 mM en buffer Tris-HCl 360 mM, y todo ello 
ajustado a pH=7.0 
- Solución de ATP 25 Mm en NaCl al 20% (w/v) 
- EDTA 50 Mm 
A partir de estos sustratos se prepararon 3 lotes para la reacción: muestras, blancos y controles, 
tal y como se representa en la tabla 3.1: 
 
Tabla 3.1: Combinación de reactivos para cada grupo 
 
Fracción enzimática 
extraída del hígado 
Zinc Protoporfirina ATP EDTA 
Muestras (M) ✔   ✔   ✔   ✔   ✖   
Blancos (B) ✖   ✔   ✔   ✔   ✔   
Controles (C) ✔   ✔   ✔   ✔   ✔   
 
- El lote de los blancos es aquel en el que no se pone extracto de hígado y por tanto no habrá 
reacción enzimática. 
- Por otro lado, el lote de los controles es aquel grupo en el que si que se pone extracto de 
hígado y por tanto existe la enzima, pero la reacción no tiene lugar debido al EDTA añadido (éste 
actúa como agente quelante del zinc, inhibiendo la reacción).  
- Por último, el lote de las muestras es aquel que va a llevar a cabo la reacción ya que contiene 
el extracto enzimático y no contiene EDTA. 
La reacción se desarrolla en microtubos dentro de un baño a una temperatura constante de 
370,5ºC. Los microtubos se incubaron a diferentes tiempos para así después obtener una 
cinética de la reacción. Los tiempos ensayados fueron: 0, 15, 30, 45, 60, 90, 105 y 120 min. Antes 
de llevar a incubar los microtubos, el orden de adicción de los reactivos fue el siguiente: 
1º) 35 µL de EDTA → solo en los blancos y controles, no sobre las muestras (excepto en las 
muestras del tiempo 0, que sí lo llevan para impedir el comienzo de la reacción). 
 
2º) 250 µL de ZnSO4  
3º) 200 µL de ATP  
4º) 50 µL de Protoporfirina IX  
5º) 300 µL del extracto de hígado → solo en las muestras y controles, no en los blancos. 






Figura 3.3: Equipo empleado para el desarrollo de la reacción enzimática. 
 (1) Equipo refrigerador (2) Controlador de temperatura (3) Fuente de alimentación (4) Equipo calefactor (5) Bombas 
hidraúlicas (6) Baño a 37ºC con la gradilla de microtubos. 
La temperatura del baño donde se llevó a cabo la reacción enzimática (6) se mantuvo 
prácticamente constante a 370,5ºC durante los 120 min del proceso gracias al suministro de 
agua por dos equipos diferentes. El primero de ellos es el equipo calefactor (4), el cual consiste 
en un baño termostático con agua a 450,5ºC. El segundo de ellos es el equipo refrigerador (1), 
el cual contiene agua a 200,5ºC. El aporte de agua por ambos equipos, impulsado por las 
bombas hidráulicas (5), fue coordinado gracias al controlador de temperatura (3).  
A cada uno de los tiempos escogidos se fueron retirando del baño los microtubos 
correspondientes y situándolos inmediatamente en hielo. Las réplicas del lote de las muestras 
recibían además 35 µL de EDTA para detener la reacción. A continuación, se añadía etanol 
abosoluto frío y se centrifugaban los microtubos durante 30 minutos a 13.200 rpm y 4ºC 
(Centrifuge 5415R, EPPENDORF, Germany).  
3.2.3 Cuantificación del producto de la reacción 
En esta tercera y última parte del procedimiento se llevó a cabo la lectura del producto de la 
reacción enzimática. Dicho producto es la zinc-protoporfirina (ZnPP), pigmento con capacidad 
fluorescente (a diferencia de la mioglobina y la nitrosilmioglobina) cuyos picos de excitación y 
















emisión se sitúan en torno a 420 nm y 590 nm, respectivamente (Wakamatsu et al., 2004). Las 
medidas de fluorescencia se realizaron en un fluorímetro de placas de 86 pocillos ajustado a 
dicho rango (Infinite 200 Microplate Reader, TECAN, Switzerland). El equipo aparece mostrado 
en la figura 3.4: 
 
Figura 3.4: Equipo empleado para la lectura del producto de la reacción 
Para conocer la concentración de ZnPP (µM) presente en cada microtubo a partir de los valores 
de fluorescencia obtenidos, fue necesario hacer una recta de calibrado. Para ello se partió de 
una solución comercial de ZnPP concentrada (Sigma-Aldrich) y se realizaron diluciones en el 
rango de 0 µM - 18 µM sobre buffer de extracción. La recta de regresión obtenida aparece 
representada en la figura 3.5. 
 
Figura 3.5: Recta de calibrado fluorescencia vs concentración ZnPP 
La relación lineal resultante (R2 = 0.996) permitió determinar la concentración de ZnPP 
formada en cada microtubo a partir de los valores de fluorescencia obtenidos. 
 


























3.3 Análisis de resultados 
Con los datos de concentración de ZnPP formada a los diferentes tiempos se procedió a obtener 
la velocidad de reacción expresada como la velocidad de formación del producto ( 
µ𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃
𝐿 × 𝑚𝑖𝑛 
), 
uno de los parámetros característicos de una reacción enzimática (Fersht, 1984). Tal y como 
aparece en la Ecuación 1, la velocidad a la cual se forma el producto se puede definir como la 
cantidad de producto formado por unidad de tiempo. 
𝑟 =  
𝑑[𝑃]
𝑑𝑡
  (Ecuación 1) 
Donde: 




- 𝑑𝑡 es la variación en el tiempo (𝑚𝑖𝑛).  
Por tanto, representando 𝑃 vs 𝑡 podemos calcular 𝑟 en un determinado tramo a través de la 
pendiente de la curva en dicho tramo, asumiendo que el sustrato está en exceso y no influye en 
la velocidad de reacción de acuerdo al modelo de Michaelis-Menten. 
Con el fin de comparar los resultados obtenidos en este trabajo frente a otros trabajos similares 
de la bibliografía, los valores de velocidad fueron también expresados en forma de actividad 
enzimática específica (AEE) ( 
𝑛𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃
ℎ × 𝑚𝑔 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜
). 
Además, si se considera que la velocidad de reacción 𝑟 obtenida es la máxima posible podemos 
expresarla como 𝑟𝑚 ( 
µ𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃
𝐿 × 𝑚𝑖𝑛 
): 
𝑟𝑚 =  𝑘2 × [𝐸]0   (Ecuación 2) 
Donde: 
-  𝑘2 es la constante cinética de disociación del complejo enzima-sustrato en enzima libre 
más producto formado durante la reacción (
µ𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃 
µ𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 × 𝑚𝑖𝑛 
). 




Con este parámetro podremos comparar la eficacia de las extracciones realizadas en términos 
de concentración de enzima extraída. Para ello supondremos que los ultrasonidos no influyen 
en la posterior actividad de la enzima durante la reacción. Es decir, que no provocan cambios 
conformacionales en la proteína que luego puedan influir en la velocidad de reacción. Por tanto, 






𝑘2 × [𝐸]0𝐶𝑂𝑁𝐷𝐼𝐶𝐼Ó𝑁 1




  (Ecuación 3) 
Comparando las 𝑟𝑚 obtenidas entre dos condiciones de extracción diferentes lograremos saber 





Por último, para evaluar la significación estadística de las diferencias encontradas entre las 
variables estudiadas se realizaron análisis de la varianza (ANOVA multifactorial) y test de 
comparación múltiple LSD (Least Significant Difference) con un nivel de significación del 95% (p 
< 0.05). La variable respuesta o variable dependiente estudiada fue la concentración de ZnPP y 
los factores o variables independientes fueron: tiempo de reacción enzimática y 


















4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 Extracción convencional  
En la figura 4.1 se muestra la cinética de reacción obtenida tras la extracción convencional 
empleando 30 min de agitación magnética (ver Apartado 3.2.1.A). La cinética de reacción 
representa la concentración de producto formado 𝑃 (µM ZnPP) frente al tiempo 𝑡 (min). Como 
se puede apreciar, a medida que avanza la reacción la cantidad de producto formado es cada 
vez mayor. La gráfica consta de 2 tramos diferenciados en los cuales varía la pendiente. El primer 
tramo va desde 0 hasta 15 min y es aquel en el que se observa una mayor pendiente. Esto se 
puede deber a una amplificación inmediata de la reacción al poner en contacto la enzima con el 
sustrato, o a otros efectos desconocidos, ya que considerando el modelo de Michaelis-Menten 
la evolución debería de ser lineal desde el principio. A partir de los 15 min, se observa una 
tendencia lineal hasta los 120 min. Durante este tiempo la enzima está saturada y trabaja a la 
velocidad máxima de la reacción generando una cantidad constante de producto por unidad de 
tiempo. Aunque no es el producto máximo que se puede obtener de la reacción, para realizar 
las comparaciones se consideró el producto formado a 120 min (0.6961 µM ZnPP) como el valor 
de producto máximo formado.  
 
Figura 4.1: Cinética de reacción tras extracción convencional (30 min agitación); se muestran los valores medios  
desviación típica  
La velocidad de reacción (r) se calculó tanto para el primer tramo de la cinética (r0) como para 
el segundo (rp) a partir de las pendientes en dichos tramos. También se expresaron en forma de 
actividad enzimática específica (AEE). Los valores obtenidos aparecen mostrados en la tabla 4.1. 
Tabla 4.1: Valores de velocidad de reacción y actividad enzimática específica para la cinética de extracción 
convencional (30 min agitación) 
 r0  
(
µ𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃















ℎ ×  𝑚𝑔 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜 
) 





















Aunque el estudio de la actividad enzimática de la ferroquelatasa (FeQ) extraída del hígado de 
cerdo no ha sido abordado previamente, se pueden comparar los resultados obtenidos frente a 
otros trabajos similares que han extraído dicha enzima de otras fuentes. 
Por ejemplo, Camadro et al. (1984) han caracterizado la actividad de la FeQ en el hígado humano 
mediante el estudio cinético de la enzima en condiciones iniciales de velocidad. La actividad 
enzimática específica que obtuvieron fue de 4.3 
𝑛𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃
ℎ × 𝑚𝑔 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜
 , un valor 27.5 veces mayor que el 
obtenido en el trabajo aquí presentado (0.1561 
𝑛𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃
ℎ × 𝑚𝑔 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜
).  
Una de las posibles causas de esta diferencia se puede deber al zinc endógeno presente en las 
muestras. Y es que el grupo de Camadro enfatiza la importancia de la presencia de metales 
endógenos en las membranas mitocondriales, donde se encuentra la FeQ. Iones divalentes de 
estos metales (Fe2+, Zn2+, Co2+, Ni2+…) pueden actuar también como sustratos para la enzima e 
influir en las medidas de la actividad enzimática. Además, en un trabajo anterior ya demostraron 
a través de la FeQ de la levadura Saccharomyces cerevisiae la fuerte inhibición competitiva que 
genera el ion ferroso (Fe2+) sobre la actividad zinc-quelatasa y cómo su presencia disminuye la 
capacidad formadora de ZnPP (Camadro y Labbe, 1982).  Este hecho podría considerarse 
estimando la concentración de metales endógenos mediante métodos como el propuesto por 
Kato e Inoue (1981). Así, del mismo modo que Camadro et al. (1984) postularon que la capacidad 
de la FeQ para sintetizar ZnPP en el hígado humano podría depender del agotamiento de una 
reserva de hierro ferroso mitocondrial, en el hígado de cerdo podría suceder lo mismo. Además, 
no sólo los metales han demostrado poder interferir en la actividad FeQ, otros investigadores 
han confirmado la inhibición de ésta cuando hay un exceso del grupo hemo (Rossi et al., 1990). 
Por otro lado, en otro trabajo se vio que la entrega de la protoporfirina IX a la FeQ es un factor 
regulador igualmente importante en el funcionamiento de la enzima y en el control de su 
actividad (Urban-Grimal y Labbe, 1981). 
Otra posible causa de la variabilidad obtenida es no haber registrado la desaparición del sustrato 
protoporfirina IX, cuyas señales de emisión y excitación fluorescente son 634 y 410 nm, 
respectivamente. Esto hubiera permitido determinar si todo el producto formado es ZnPP o 
también se ha formado ferro-protoporfirina por la incorporación de hierro. Así pues, Camadro 
et al. (1984) observaron en su estudio de la FeQ humana de hígado una desaparición de 
protoporfirina IX concomitante, pero no igual, a la aparición de ZnPP, sugiriendo la quelación de 
al menos dos metales: zinc y hierro. 
Otro aspecto a considerar es la reducción del ion ferroso endógeno en las mitocondrias de las 
muestras de hígado de cerdo. Esto se podría haber hecho empleando compuestos como la 2,2'-
bipiridina, un quelante que reduce de manera específica el contenido ferroso mitocondrial sin 
afectar al zinc (Nunez et al., 1983). Además, se ha visto que cuando se emplea a concentraciones 
bajas puede incluso aumentar la actividad zinc-quelatasa de la FeQ dando lugar a una mayor 
formación de ZnPP (Marcus et al., 1982).  
Por último, no se puede obviar el efecto de la variabilidad entre las muestras y es que estudios 
como el de Benedini y Palorari (2008) ponen de manifiesto la influencia que tienen los factores 
externos en los resultados de la actividad enzimática. Este grupo de investigación trabajó con 
músculo de cerdo y utilizó el protocolo de actividad enzimática sobre el que basamos el trabajo 
aquí presentado. El coeficiente de variación que obtuvieron alcanzó el 66%. Esto refleja la 
influencia que puede suponer la raza de los cerdos, la manera en la que son criados y 
alimentados, e incluso la técnica de transporte y sacrificio. Identificar todas las variables que 
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afectan a la actividad de la enzima sería crucial para comprender el mecanismo de formación de 
ZnPP y descubrir la causa final de las diferencias obtenidas. 
4.2 Extracción asistida por USdP 
En la figura 4.2, se presenta la cinética de reacción obtenida tras aplicar ultrasonidos a máxima 
potencia (400 W) de forma continuada durante 5 min. Esta fue la condición más agresiva de 
todas las ensayadas y sirvió de base para ver si existía una mejora frente a la extracción 
convencional (agitación 30 min).  
 
Figura 4.2: Cinética de reacción tras extracción asistida por USdP (5 min); se muestran los valores medios  
desviación típica 
Como se puede observar, la forma de la cinética de reacción de USdP 5 min sigue siendo la 
misma. Sin embargo, la cantidad de producto máximo formado es mayor (0.8034 µM ZnPP) y 
las pendientes de los tramos 1 y 2 son ligeramente más pronunciadas. Los valores de velocidad 
de reacción calculados a partir de dichas pendientes y las actividades enzimáticas específicas 
aparecen mostradas en la tabla 4.2. Comparando estos valores frente a los obtenidos en la 
cinética de extracción convencional se observa que la mayor diferencia reside en la pendiente 
del tramo 1, con una mejora del 21.6 %. En el tramo 2 la diferencia es inferior y la mejora es tan 
solo del 7.5 %. Respecto a la concentración de producto máximo formado el aumento ha sido 
del 13.4%. Suponiendo que los ultrasonidos no han afectado a la estructura de la enzima y por 
tanto la constante de disociación 𝑘2 no ha cambiado, podemos atribuir la causa de estas 
mejorías a una mayor cantidad de enzima participando en la reacción y por tanto una mayor 
cantidad de enzima extraída. En concreto, la concentración de enzima extraída mediante USdP 
5 min fue 1.08 veces superior a la concentración de enzima extraída mediante agitación 30 min. 
Tabla 4.2: Valores de velocidad de reacción y actividad enzimática específica para la cinética de extracción asistida 
por USdP (5 min) 
 r0  
(
µ𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃















ℎ ×  𝑚𝑔 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜 
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Agitación 30 min USdP 5 min
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Tal y como se observa en la figura 4.3, el análisis estadístico indica que los dos factores 
analizados (tiempo de reacción y condición aplicada) son significativos (p < 0.05). Lógicamente, 
el primero de ellos influye sobre la concentración de ZnPP ya que, a mayor tiempo, mayor 
formación del pigmento. El segundo de ellos también ofrece significancia ya que el hecho de 
haber cambiado la modalidad de extracción ha dado lugar a una cinética de reacción cuyos 
valores de producto son significativamente (p < 0.05) mayores a los obtenidos tras la extracción 
convencional. La interacción entre ambos factores también es significativa (p < 0.05) ya que 
conforme aumenta el tiempo de reacción la cantidad de producto formado es mayor y por tanto 
las diferencias entre las condiciones son más evidentes. 
 
Figura 4.3: Análisis estadístico de la influencia de la aplicación de USdP (5 min); se muestran valores medios ± 
intervalo de confianza LSD 95% 
Todo ello se traduce en que la aplicación de USdP durante 5 min de forma continuada ha logrado 
una mejora significativa (p < 0.05) en la extracción de la enzima ferroquelatasa a partir del hígado 
de cerdo. 
Los resultados obtenidos se han comparado con trabajos bibliográficos similares que han 
empleado los USdP para potenciar algún proceso de extracción enzimática.  
Por ejemplo, Li et al. (2015) estudiaron los efectos de la extracción asistida por ultrasonidos 
sobre tres enzimas obtenidas mediante fermentación en estado sólido (SSF) con Aspergillus 
japonicus. Las enzimas extraídas fueron pectinasa, endoglucanasa y xilanasa. Las actividades 
máximas de dichas enzimas, medidas en µmoles/(min x g), se vieron incrementadas en un factor 
de 1.2, 1.48 y 1.30, respectivamente, un valor ligeramente superior al obtenido en este trabajo 
(1.08). 
Por otro lado, Szabo et al. (2015) demostraron también que el uso de ultrasonidos podía ser 
altamente beneficioso en la extracción de diversas enzimas procedentes de una SSF con 
Trichoderma virens. Dependiendo de los parámetros de sonicación, las actividades enzimáticas 
de los extractos obtenidos se vieron aumentadas un 129-413% (1.29-4.13) respecto a las 
actividades originales medidas en los extractos recuperados convencionalmente mediante un 
agitador magnético.  
Finalmente, cabe mencionar que no solamente existe el uso de USdP como mejora frente a la 
extracción convencional de agitación magnética. Nuevos métodos para la extracción y 
purificación de enzimas como el sistema de fraccionamiento en tres fases (TPP) han encontrado 
una interesante sinergia al combinarse con los ultrasonidos (UA-TPP) (Nadar et al., 2017). 




















Agitación 30 min USdP 5 min



















Trabajos como por ejemplo el que llevaron a cabo Avhad et al. (2014) para extraer la enzima 
fibrinolítica de Bacillus sphaericus ofrecen resultados más que prometedores en el uso de UA-
TPP, con incrementos de hasta 7 veces en la pureza y actividad de las enzimas obtenidas. 
Además, otros estudios ponen de manifiesto, el efecto que tiene esa combinación con los 
ultrasonidos sobre el tiempo de proceso, permitiendo reducirlo a 5 min respecto a los 60 min 
de la TPP convencional (Pakhale et al., 2016).  
4.3 Influencia del tiempo de aplicación de los USdP  
Se ensayaron tiempos de aplicación inferiores a 5 min (2.5 y 1 min) con el objetivo de evaluar la 
influencia de esta variable en la extracción de la FeQ. Las cinéticas obtenidas a los diferentes 
tiempos se muestran en la figura 4.4.  
 
Figura 4.4: Cinéticas de reacción tras extracción asistida por USdP (5, 2.5 y 1 min), se muestran valores medios ± 
desviación típica 
Tal y como se observa en la figura 4.4, la aplicación de USdP durante menores tiempos ofreció 
cinéticas de reacción con la misma forma, pero con distintas pendientes y valores del producto 
máximo formado. La cinética obtenida tras la extracción asistida por ultrasonidos durante 1 min 
fue la que proporcionó un mayor producto formado (0.9828 µM ZnPP) y mayores velocidades 
de reacción. La extracción asistida por ultrasonidos durante 2.5 min generó una cinética muy 
similar a la de 5 min, pero con un producto máximo formado ligeramente mayor (0.8491 µM 
ZnPP). Los valores de velocidad de reacción calculados para las experiencias a 1 y 2.5 min, así 
como sus actividades enzimáticas específicas, aparecen mostrados en la tabla 4.3. 
Tabla 4.3: Valores de velocidad de reacción y actividad enzimática específica para la cinética de extracción asistida 
por USdP (2.5 y 1 min) 
 r0  
(
µ𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃















ℎ ×  𝑚𝑔 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜 
) 
USdP 2.5 min 0.0187 0.0057 0.6273 0.1899 
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En la figura 4.5, se observa como los dos factores analizados estadísticamente (tiempo de 
reacción y condición aplicada) volvieron a tener un efecto significativo (p < 0.05) sobre la 
concentración de ZnPP. Al comparar entre los tiempos de aplicación de USdP, se observa que no 
hubo diferencias significativas (p < 0.05) entre USdP 2.5 min y USdP 5 min. Sin embargo, sí que 
existió entre USdP 1 min y los otros dos tiempos ensayados.  
  
Figura 4.5: Análisis estadístico de la influencia del tiempo de aplicación de USdP (1 min, 2.5 min y 5 min); se 
muestran valores medios ± intervalo de confianza LSD 95% 
Si comparamos los resultados obtenidos respecto a la extracción convencional, la extracción 
asistida por USdP durante 1 min es la variante que ofrece mejores resultados, con un aumento 
del 29.2 % sobre el producto máximo formado, una mejora del 30.0 % sobre la velocidad de 
reacción obtenida a partir del tramo 1 y un 28.6 % sobre la del tramo 2.   
Por lo tanto, los resultados obtenidos muestran que mayor tiempo de aplicación de USdP no 
implica siempre mayor extracción del compuesto de interés. El éxito de la extracción depende 
de muchos factores y por eso cada proceso debe de ser optimizado hasta encontrar los 
parámetros ultrasónicos idóneos. Además, los resultados confirman el hecho de que toda la 
energía aplicada por los ultrasonidos no es siempre positiva para la extracción y es que también 
puede afectar negativamente a la naturaleza de la enzima. Por un lado, un mayor tiempo de 
exposición a los ultrasonidos implica un mayor efecto de la cavitación, el cual puede haber 
provocado daños mecánicos o degradaciones en la estructura proteica. Por otro lado, cuanto 
mayor es el tiempo de aplicación de ultrasonidos mayor es el calentamiento de la muestra, 
debido a la energía térmica producida por la intensa cavitación. En nuestro caso, a pesar de 
haber utilizado un eficiente sistema de refrigeración (ver Apartado 3.2.1.B), se han llegado a 
alcanzar temperaturas cercanas a los 40ºC que pueden haber provocado la desnaturalización de 
parte del contenido enzimático del hígado donde se encuentra la FeQ.  
Finalmente, se puede afirmar que la aplicación continuada de ultrasonidos durante 1 min ha 
resultado ser la opción más ventajosa y se puede establecer como el tiempo óptimo de entre 
todos los ensayados. La diferencia significativa (p < 0.05) obtenida respecto a los otros dos 
tiempos ensayados resalta la influencia que tiene la duración de los USdP sobre la extracción de 
la enzima y la necesidad de optimizar el proceso. Si consideramos constante la 𝑘2, podemos 
atribuir las diferencias al hecho de que con esta modalidad se consigue extraer la mayor cantidad 
de ferroquelatasa a partir del hígado porcino. Concretamente, aplicando USdP de manera 
continuada durante 1 min se consiguió extraer una concentración de enzima 1.40 veces superior 
a la extraída de manera convencional. Además, no debemos obviar el importante ahorro de 
tiempo que ofrece respecto a los 30 min de agitación magnética que supone hacer la extracción 
convencional, aspecto de vital importancia desde un punto de vista industrial. 
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4.4 Influencia de la frecuencia de aplicación de los USdP  
El otro parámetro ultrasónico que fue modificado es la frecuencia de aplicación, pasando de una 
aplicación continuada a una aplicación pulsada. La frecuencia de aplicación se redujo a la mitad 
ajustando el controlador de pulsos a 0.5 (el sonicador aplica ultrasonidos durante medio 
segundo y después pausa durante otro medio segundo). En la figura 4.6 se muestran las cinéticas 
de reacción obtenidas tras asistir la extracción con USdP de manera pulsada durante 5, 2.5 y 1 
min. Para poder comparar, se muestran también las cinéticas obtenidas tras la aplicación 
continua de USdP durante los mismos tiempos (Apartado 4.3) . 
 
Figura 4.6: Cinéticas de reacción tras extracción asistida por USdP de manera pulsada (5, 2.5 y 1 min), se muestran 
valores medios ± desviación típica 
Se puede observar cómo reducir a la mitad la frecuencia de aplicación de USdP ofrece menores 
valores de producto máximo formado y velocidades de reacción inferiores. Esto se traduce en 
una menor extracción de la enzima ya que cuando reducimos a la mitad la frecuencia de 
aplicación de ultrasonidos estamos suministrando la mitad de energía a la muestra y por tanto 
el fenómeno de cavitación que acelera la transferencia de materia es de menor magnitud. Sin 
embargo, esto también implica un menor calentamiento de la muestra y por tanto, menos 
probabilidades de dañar la enzima. Por eso, ahora la temperatura deja de ser el factor limitante 
y el tiempo que ofrece una mayor mejora respecto a la extracción convencional no es 1 min, si 
no 5 min. Los valores de velocidad de reacción y actividad enzimática específica calculados para 
esta modalidad de extracción a los diferentes tiempos se muestran en la tabla 4.4. 
Tabla 4.4: Valores de velocidad de reacción y actividad enzimática específica para la cinética de extracción asistida 
por USdP de manera pulsada (5, 2.5 y 1 min) 
 r0  
(
µ𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑃𝑃















ℎ ×  𝑚𝑔 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜 
) 
USdP 5 min pulsada 0.0170 0.0053 0.5799 0.1801 
USdP 2.5 min 0.0158 0.0045 0.5303 0.1519 
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El análisis estadístico mostró diferencias significativas (p < 0.05) entre los tiempos ensayados 
con USdP pulsados (Figura 4.7).  
 
Figura 4.7: Análisis estadístico de la influencia del tiempo de aplicación de USdP pulsados (1 min, 2.5 min y 5 min); se 
muestran valores medios ± intervalo de confianza LSD 95 
Por otro lado, un segundo análisis sirvió para demostrar la diferencia significativa (p < 0.05) 
que existe entre aplicar los USdP de manera continua o de manera pulsada (Figura 4.8). 
 
Figura 4.8: Análisis estadístico de la influencia de la frecuencia de aplicación de USdP (continua vs pulsada); se 
muestran valores medios ± intervalo de confianza LSD 95% 
De entre todos los tiempos ensayados mediante aplicación pulsada, el tiempo óptimo ha 
resultado ser 5 min con un producto máximo formado de 0.7624 µM ZnPP lo que supone un 
aumento del 8.7 % frente al valor obtenido mediante extracción convencional. La velocidad de 
reacción obtenida a partir del tramo 1 ha mejorado un 11.1 %, mientras que la del tramo 2 
ofrece una mejora del 13.3 %. En cuanto a la concentración de enzima extraída, aplicar USdP 
durante 5 min de manera pulsada ha proporcionado un valor 1.15 veces superior a la 
concentración de enzima extraída de forma convencional. Las experiencias de USdP pulsados 
durante 1 y 2.5 min apenas logran una mejora respecto a la modalidad de extracción 
convencional. Con todo ello queda demostrado que cuando aplicamos USdP de manera pulsada 
conseguimos un mejor control de la temperatura y por eso el tiempo deja de ser tan influyente, 
pero a cambio el efecto que generamos sobre la extracción es mucho menor. En consecuencia, 
obtenemos menores incrementos en el producto máximo formado y en la velocidad de reacción, 
con valores lejos de los obtenidos cuando aplicamos USdP de manera continua.  
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Las principales conclusiones que se extraen de este trabajo son las que se exponen a 
continuación: 
• La aplicación de los ultrasonidos de potencia (USdP) mediante un dispositivo tipo sonda 
ha demostrado ser un método eficaz para la extracción de la ferroquelatasa (FeQ) a 
partir del hígado de cerdo gracias a sus efectos mecánicos sobre las células hepáticas. 
 
• Mediante la aplicación de los USdP, se han logrado mejoras significativas (p < 0.05) en 
la velocidad de reacción y en el producto máximo formado. Esto se traduce en una 
mayor concentración de enzima extraída respecto al método convencional de 
extracción. 
 
• El tiempo de aplicación de los USdP resulta ser un factor determinante sobre el 
rendimiento de la extracción ya que tiempos elevados de exposición pueden dar lugar a 
una cavitación excesiva generando efectos negativos para la enzima. 
 
• La frecuencia de aplicación de los USdP es también un factor a tener en cuenta ya que, 
aunque la aplicación pulsada permite un mejor control de la temperatura, ésta ofrece 
un menor rendimiento de extracción respecto a la aplicación continua. 
 
• De entre todas las condiciones de extracción ensayadas, la modalidad que ha 
proporcionado extractos con mayor actividad enzimática ha resultado ser la aplicación 
de USdP durante 1 min de manera continua.  
 
• Este trabajo pone de manifiesto la viabilidad y el potencial del uso de USdP para mejorar 
la extracción de la FeQ a partir del hígado de cerdo, no solo porque permite extraer una 
concentración superior de enzima si no también por el importante ahorro de tiempo 
que supone respecto a la extracción convencional. 
 
• Además, ha contribuido a valorizar el hígado de cerdo como interesante co-producto de 
la industria cárnica y a profundizar en el conocimiento de la FeQ como enzima 
formadora del pigmento zinc-protoporfirina (ZnPP). 
 
• A pesar de todo, el trabajo presentado supone una primera incursión en esta área y se 
necesitan estudios de mayor profundidad hasta lograr el método ideal para obtener una 
fracción enzimática capaz de ser utilizada en el desarrollo del color de productos 
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